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Reactif pour la determination des leuco cytes et la naesure de 
l'hemocrlobine dans un echantill on de sang 

5 

L' invention se rapporte aux analyses hematologiques . 

Elle concerne plus particulierement un reactif pour la deter- 
mination des leucocytes et la mesure de 1 ' hemoglobine dans un 
10 echantillon de sang, 

L' invention vise egalement & procurer un tel reactif qui 
permet 1 ' identification d'une sous-population leucocytaire, 
en particulier les polynucieaires basophiles. 

15 

La determination des leucocytes , en particulier de certaines 
sous-populations leucocytaires , ainsi que la mesure de la 
concentration en hemoglobins des erythrocytes ou globules 
rouges sont tr£s importances pour le diagnostic en pathologie 
2 0 humaine . 

On rappelle ici que les leucocytes / ou globules blancs 
humains, sont divises en cinq sous-populations, Si savoir 
trois sous-populations principales : les lymphocytes, 
25 monocytes et polynucieaires ou granulocytes, ces derniers 
etant eux-memes subdivises en neutrophiles , eosinophiles et 
basophiles, en fonction des caracteristiques de leurs 
granules cytoplasmiques . 

30 La determination des leucocytes totaux ainsi que 1' identifi- 
cation de leurs differentes sous-populations sont realisees 
par 1' intermediate de techniques traditionnelles d' observa- 
tion microscopique, ou de techniques plus modernes , fondees 
principalement sur la mesure de variations de resistivite 

35 (WO 84/03771) ou la diffraction optique (US 3 740 143) 
developp6es pour des appareils automatiques specif iques. 

Pour 1' identification des sous-populations leucocytaires , la 
numeration des granulocytes basophiles est particulierement 
40 delicate etant donne que cette population ne represente, chez 
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un individu sain, que 0,5 * a 1 % de la population leucocy- 
taire totale. 

On observe une augmentation de cette population basophile, 
5 qui atteint alors une proportion de 2 h 3 % en poids, lors de 
reactions allergiques. Parmi les infections, ce sont la 
tuberculose et la varicelle qui peuvent entrainer une 
basophilie et, pour les maladies metaboliques , le myxoedeme 
et les hyperlipid^mies. Par consequent, la numeration des 
10 granulocytes basophiles revet une importance particuliere . 

Le Brevet FR 90 01660 et son equivalent US 5 196 346 decri- 
vent un reactif qui preserve les granulocytes basophiles, de 
fagon k permettre leur determination par mesure de resistivi- 
15 te. Cependant, ce reactif ne permet pas la mesure de I'h^mo- 
globine. 

On rappellera que 1 ' hemoglobine est une chromo-proteine 
contenue dans les globules rouges du sang ou erythrocytes. 

20 

La mesure de la concentration en hemoglobine necessite done 
1' utilisation d'un reactif de lyse cellulaire capable de 
provoquer la lyse des erythrocytes, afin de liberer 1' hemo- 
globine pour sa mesure. 

25 

II est connu pour cela d'utiliser des reactif s contenant au 
moins un detergent et des ions cyanures capables de proceder 
h la transformation de 1 ' hemoglobine en un compose chromogene 
pour permettre sa determination par mesure de colorimetrie . 

30 

Un reactif cyanure de ce type est decrit dans les Brevets 
US 3 874 852 et US 3 854 914. 

Toutefois, ces reactif s ont pour inconvenient principal 
35 d'utiliser du cyanure. De plus, ils ne permettent pas 
d' identifier et de quantifier les sous-populations leucocy- 
taires contenues dans 1 ' echantillon de sang a analyser. 
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II est h noter que des r^actifs, ne contenant pas de cyanure 
et permettant la determination des leucocytes en plus de la 
mesure de 1 'hemoglobine, ont d§j& <§te proposes dans 1'art 
ant^rieur . 

5 

Ainsi, le document WO 96 02841 dScrit un r^actif de mesure de 
1 ' h&noglobine sans cyanure , lequel contient un detergent 
ainsi qu'un sel d' hydroxy lamine . Ce reactif peut etre utilise 
pour la numeration des leucocytes totaux, mais aucune 
10 differentiation leucocytaire n'est possible. 

Le Brevet US 5 242 832 d«§crit un reactif similaire qui permet 
6galement une identification leucocytaire partielle. Cepen- 
dant, ce reactif ne permet pas 1 ' identification des cellules. 
15 basophiles, mais seulement 1' Evaluation des lymphocytes, 
monocytes et granulocytes . 

Le document WO 98 32016 deer it aussi un reactif de ce type. 
Toutefois, les sous-populations granulocytaires minoritaires , 
20 que sont les 6osinophiles et les basophiles, ne sont pas 
identifiees par le reactif decrit dans cette publication. 

L' invention a notamment pour but de surmonter les inconve- 
nients des reactif s connus. 

25 

Elle vise en particulier h procurer un reactif d' analyse 
hematologique pour la determination des leucocytes, et en 
particulier 1 ' identification et la quantification d'une sous- 
population leucocytaire, que constituent les cellules 
30 basophiles, et cela dans un echantillon de sang total. 

L' invention vise egalement a procurer un reactif permettant 
notamment la lyse des erythrocytes ou globules rouges, 
nScessaire a la determination des leucocytes ainsi qu'a la 
35 mesure de 1 ' hemoglobine . 

Elle vise aussi a procurer un tel reactif d' analyse hematolo- 
gique sous la forme d'un reactif unique, et non pas d'un 
syst^me de reactif s. 
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Elle vise encore h. procurer un tel rSactif d' analyse h6mato- 
logique qui ne comporte pas de composes cyanur^s. 

En outre , 1' invention vise a procurer un tel reactif h§mato- 
5 logique convenant tout particulierement aux automates 
h6matologiques . 

L ' invention propose h cet effet un reactif d' analyse hemato- 
logique du type d§fini ci-dessus, lequel comprend essentiel- 
10 lenient : 

- un systdme tampon propre ajuster selectivement le pH du 
reactif h une valeur acide, en particulier inf erieure & 3 ; 

15 - au moins un detergent de type cationique ; et 

- un compost nitrogene. 

Le syst&me tampon du reactif est un constituant cle car le pH 
20 du reactif perir.et 1 ' identification de la sous-population 
constitute par les cellules bascphiies, lesquelles sont d'un 
interet particulier. 

En effet f du fait de leurs caractSristiques biochimiques , les 
25 cellules basophiles sont susceptibles de resister plus 
longtemps que les autres sous-populations leucocytaires a 
l'agressivite d'un pH acide. Cette propriete permet done leur 
isolement et leur identification, notaitunent par une mesure 
resistive. 

30 

Avantageusement , le systfeme tampon est choisi pour que la 
valeur de pH du reactif soit inf«§rieure k 3, et de preference 
egale h 2,4. 

35 Le syst^me tampon est avantageusement choisi parmi les 
suivants : 



- chlorure de potassium / acide chlorhydrique ; 
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- acide tartarique / hydroxyde de sodium ; 

- acide citrique / hydroxyde de sodium ; 

5 - potassium hydrogenophtalate / acide chlorhydrique ; 

- acide citrique / di-sodium hydrogenophosphate ; et 

- acide borique / acide citrique / potassium dihydrogenophos- 
10 phate. 

Les detergents de type cationique exercent une fonction de 
lyse des globules rouges ou Erythrocytes , ce qui permet de 
liberer 1 ' hemoglobine qui peut etre ensuite determinee par 

15 mesure d' absorbance. D'une maniere generale, les detergents 
ioniques (anioniques et cationiques ) , sont principalement 
utilises oour dissocier les complexes proteiques et solubili- 
ser les proteines des membranes. lis sont dits denaturants. 
Leur action est rapide et done compatible avec les contrain- 

20 tes de cadence specif iques aux appareils automatiques . 

Le detergent est avantageusement choisi parmi les composes 
suivants : 

25 - les amines primaires, les acetates et chlorhydrates 
d ' amines grasses ; 

- les sels d' ammonium quaternaire et le bromure de trime- 
thylcethyl ammonium ; 

30 

- les amides de diamines substituees, cationisees par le 
sulfate d'ethyle, la diethanolamino-propylamine ou le 
diethylamino-propylamide ; et 

35 - les amides de diethylenetriamine cyclises. 

Le compose nitrogene exerce essentiellement une fonction de 
stabilisation physico-chimique des derives d'oxydation de 
1 ' h6moglobine . 




Ce compose nitrogene est avantageusement une thiouree, en 
particulier la 1 , 3-dimethyl-2-thiouree . 

Le reactif de 1' invention peut comprendre en outre au moins 
5 un sel inorganique. 

Ce sel/ s'il est present, intervient dans 1' activity deter- 
gente et permet de maintenir dans les limites de la normalite 
les phenomdnes d' osmose au niveau des membranes cellulaires, 
10 ce qui est important pour la determination des cellules 
basophiles . Ce sel joue egalement un role dans les methodes 
de mesure de resistivity qui sont g£n6ralement appliquees 
dans les automates hematologiques . 

15 Le sel inorganique est avantageusement constitue par un sel 
de rn^tal alcalin. En tant que sels utilisables, on peut citer 
principalement les chlorures ou sulfates de sodium ou de 
potassium. 

20 De maniSre pref erentielle, le detergent est present a une 
concentration de 0,2-20 g/1 et le compose nitrogene a une 
concentration de 0,1-10 g/1. 

L' invention sera decrite maintenant en reference a l'exemple 
25 non limitatif suivant. 

EXEMPLE 

On prepare un reactif d' analyse hematologique a partir des 
30 composes ci-dessous; et dans les concentrations indiquees : 



Composes Concentrations 

chlorure de potassium 5-10 g/1 

l,3-dim§thyl-2-thiour<§e 0,5-3 g/1 

dodecyltrimSthyl ammonium 0,5-5 g/1 
chlorure 

potassium hydrog6nophosphate/HCl 1,0-10 g/1 



Les composes ci-dessus sont melanges et le pH est ajuste & 
0 une valeur acide infSrieure a 3, et typiquement de I'ordre 
de 2,4. 

A l'aide de ce r^actif, on precede cl des analyses hematolo- 
giques sur un echantillon de sang total humain en utilisant 
5 un automate d' hematologic . 

Pour cela, on met en contact 10^1 de 1 ' echantillon de sang 
total avec 2ml du reactif ci-dessus a 35 °C. 

0 On procSde h diff brents types d' analyses en comparant le 
reactif de 1' invention avec un ou plusieurs reactif s de 
reference. 

Le reactif de reference est une lyse utilisee dans las 
5 automates hematologiques af in de reproduire le dosage de 
1' hemoglobine suivant la methodologie classique, non auto- 
matique, dite de Drabkin. II s'agit du dosage de la cyanme- 
themoglobine . 

0 Selon cette methode, le fer ferreux (Fe ++ ) de 1'hdme des 

hemoglobine, oxyhemoglobine et carboxyhemoglobine contenues 
dans les globules rouges est oxyd£ en fer ferrique (Fe +++ ) 
oar le cyanure de fer pour former la methemoglobine. La 
meth^moglobine se combine ensuite avec des ions cyanure 

5 pour former la cyanmeth^moglobine, laquelle est mesur^e par 
spectrophotometrie & 540 nm [Drabkin, J. Biol. Chem. 112:51 
(1935)]. 
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Par contre, le reactif de 1' invention est utilise dans un 
mode de dosage sans cyanure. L ' hemoglobine erythrocytaire 
est eiuee par 1' action d'un agent de lyse approprie. Le fer 
hemique de 1 ' hemoglobine eiuee est oxyde par 1' action 
5 combinee du compose 6rythrolytique et de l'oxygdne dissous 
dans la solution. La methemoglobine libre est instable si 
on la compare a la cyanmeth^moglobine . On utilise done des 
composes ayant des atomes donneurs d' Electrons pour reduire 
le fer hemique et stabiliser la methemoglobine. 

10 

Le reactif de 1' invention est utilise pour differents types 
d' analyses effectuees sur un automate hematologique . 

1 ) Numeration des leucocytes 

15 

On procede & une numeration des leucocytes ou globules 
blancs totaux. 

On compare les resultats de mesure obtenus avec le reactif 
20 de 1' invention et avec un reactif de reference qui ne 

permet pas de differentiation leucocytaire meme partielle. 

La figure 1 montre les valeurs de mesures exprimees en 
milliers de cellules, d'une part pour le reactif de refe- 
25 rence represents en abscissa , et d' autre part pour le 
reactif de 1' invention represente en ordonnee. 

Le graphique montre une excellente correlation entre les 
deux types de mesures. Les valeurs du coefficient de corre- 
30 lation (R 2 = 0,99) et de la pente de la droite de regres- 
sion (0,99) indiquent une tres bonne correlation, 

2 ) Differentiation et numeration des rtolvnucleaires baso- 
philes 

35 

La figure 2 montre la courbe resultant de 1' analyse resis- 
tive d'un echantillon de sang total avec le reactif de 
1' invention decrit plus haut. Cette courbe represente un 
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histogrammme de repartition des cellules en fonction de 
leurs tailles. 

L'axe des x (abscisse) correspond h la determination des 
5 volumes cellulaires (pi3) calculus par une mesure resistive. 
Les polynucieaires basophiles se situent a droite du cur- 
seur central (BAS). A gauche de ce curseur central se 
trouvent toutes les autres sous-populations leucocytaires 
non differentiates volumetriquement du fait de la forte 
10 agressivite du pH du reactif. 

Dans 1'exemple, on identifie des polynucieaires basophiles 
qui representent une proportion de 6,2 % (en volume) par 
rapport a la population leucocytaire totale. 

15 

3) Mesure de 1 ' hemoglobine 

On effectue une mesure de 1 ' hemoglobine avec le reactif de 
1' invention et on compare les resultats de mesures de la 
20 concentration en hemoglobine avec le reactif de 1' invention 
et un reactif de reference contenant des composes cyanures. 

La figure 3 montre les valeurs de concentrations en hemo- 
globine (exprimees en grammes / litre ) obtenues par le reac- 
25 tif de reference (representation en abscisse) et le reactif 
de 1' invention (representation en ordonnee) . La encore, les 
valeurs du coefficient de correlation (R2 = 0,99) et de la 
pente de la droite de regression (1,09) indiquent une tres 
bonne correlation . 

30 

Ainsi, 1' invention procure un reactif unique qui permet la 
determination des leucocytes, 1 ' identification d'une sous- 
population leucocytaire (en particulier les polynucieaires 
basophiles) et la mesure de 1 'hemoglobine, et cela sans 
35 utilisation de composes cyanures. 

Le reactif de 1' invention presents notamment la particula- 
rity de permettre la mesure de 1 ' hemoglobine dans des 
conditions tr£s acides par rapport aux reactif s connus. 

(!) 
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En outre, ce reactif se presente sous la forme d'un reacti 
unique, et non d'un systeme de plusieurs reactif s, et il 
convient tout specialement aux analyses effectu^es sur des 
automates h&natologiques . 

Bien entendu, 1' invention n'est pas limitee ^ 1'exemple de 
realisation d£crit prec^demment et s'etend & d'autres 
variantes de realisation. 
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Revendications 

1. Reactif pour la determination des leucocytes et des 
polynucieaires basophiles, ainsi que pour la mesure de 

5 1 ' hemoglobine dans un echantillon de sang, 

caracterise en ce qu'il comprend : 

- un systdme tampon propre a ajuster selectivement le pH du 
10 reactif a une valeur acide, en particulier une valeur infe- 

rieure a 3 ; 

- au moins un detergent de type cationique ; 
15 - un compost nitrogene. 

2. Reactif selon la revendication 1, caracterise en ce 
que le systSme tampon est propre k ajuster le pH k une 
valeur egale k 2,4. 

20 

3. Reactif selon l'une des revendications 1 et 2, carac- 
terise en ce que le systSme tampon est choisi parmi : 

- chlorure de potassium / acide chlorhydrique ; 

25 

- acide tartar ique / hydroxy de de sodium ; 

- acide c it r ique / hydroxyde de sodium ; 

30 - potassium hydrogenophtalate / acide chlorhydrique ; 
_ acide citrique / di-sodium hydrogenophosphate ; et 

- acide borique / acide citrique / potassium dihydrogeno- 
35 phosphate . 

4. Reactif selon l'une des revendications 1 ci 3, caracte- 
rise en ce que le detergent est choisi parmi : 
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- les amines primaires , les acetates et chlorhydrates 
d' amines grasses ; 

- les sels d' ammonium quaternaire et le bromure de trimt- 
5 thylctthyl ammonium ; 

- les amides de diamines substitutes, cationisfies par le 
sulfate d'6thyle, la diethanolamino-propylamine ou le 
ditthylamino-propylamide ; et 

10 

- les amides de diethyl6netriamine cyclises. 

5. Reactif selon 1'une des revendications 1 a 4, caracte- 
rise en ce que le compose nitrogene est une thiouree, en 

15 particulier la 1 , 3 -dimethy 1-2 -thiouree. 

6. Reactif selon 1'une des revendications 1 a 5, caracte- 
ris6 en ce qu'il comprend en outre au moins un sel inorga- 
nique • 

20 

7. Reactif selon la revendication 6, caracterist en ce 
que le sel inorganique est un sel de metal alcalin. 

8. Reactif selon 1'une des revendications 6 et 7, carac- 
25 t6ris6 en ce que le sel inorganique est choisi parmi les 

chlorures et sulfates de sodium ou de potassium. 

9. Reactif selon 1'une des revendications 1 a 8, caracte- 
ris6 en ce que le detergent est present a une concentration 

30 de 0,2-20 g/1 et le compose nitrogene a. une concentration 
de 0,1-10 g/1. 
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10. Rgactif selon l'une des revendications 1^9, caract6- 
ris6 par la composition suivante : 

Composes Concentrations 

chlorure de potassium 5-10 g/1 

l,3-dim€thyl-2-thiour<§e 0,5-3 g/1 

dodecyltrim^thyl ammonium 0,5-5 g/1 
chlorure 

potassium hydrogenophosphate/HCl 1,0-10 g/1 




FIG.2 




FIG. 3 
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